Obiectivele: • Notiune despre enzime, natura chimica si rolul biologic al enzimelor Diferenta dintre actiunea enzimelor si catalizatorilor nebiologici • Dovezile naturii proteice a enzimelor Structura enzimelor Proenzimele (zimogenii) Notiune despre centrul activ si centrul alosteric al enzimelor • Izoenzimele si rolul lor • Cofactorii enzimelor Coenzimele si ionii metalici Functiile de coenzime a vitaminelor si microelementelor • Natura chimica (structura) vitaminelor B1, B2, B6, PP si rolul lor ca coenzime • Mecanismul de actiune al enzimelor Centrul activ al enzimelor si rolul lui în formarea si transformarea complecsilor intermediari dintre enzima si substrat Rolul modificarilor conformationale reciproce ale moleculei enzimei si substratului la favorizarea catalizei (reactiei) • Nomenclatura (denumirea) si clasificarea enzimelor Caracteristica generala a claselor si subclaselor principale de enzime Numarul de cod al enzimei Enzimele - cea mai imensa si specializata clasa de proteine, care regleaza si coordoneaza decurgerea armonioasa a reactiilor chimice - reprezinta catalizatori biologici, care maresc viteza reactiei chimice si rezulta la sfîrsit nemodificati cantitativ si calitativ - actioneaza strict într-o anumita consecutivitate si cu o anumita specificitate - energia substantelor reagente trece dintr-o forma în alta cu o eficacitate mare Se acumuleza în ATP ce este utilizata în procesele vitale Particularitatile comune pentru E si catalizatori nebiologici * Ambii respeca aceleasi legi ale catalizei: 1 catalizeaza numai reactiile posibile din punct de vedere termodinamic; 2 nu modifica directia reactiilor; 3 nu modifica echilibrul reactiei dar conduc la instalarea mai rapida a starii de echilibru; 4 nu se consuma în procesul reactiei, deci se regasesc, din punct de vedere cantitativ si calitativ, într-o stare chimica neschimbata, putînd participa la un nou act catalitic Enzimele au particularitati prin care se deosebesc de catalizatorii nebiologici 1 Viteza reactiei enzimatice creste de milioane de ori Ex: Atomul de Fe poseda posibilitati peroxidazice 1 mg de Fe în componenta catalazei poate înlocui o tona de Fe metalic 2 Enzimele poseda o înalta specificitate de actiune Deci fiecare E catalizeaza, un anumit tip de reactii sau transformarea unui anumit S 3 E catalizeaza reactiile fara formarea produselor intermediare adica randamentul este de 100% 4 Enzimele, reactioneaza în conditii blînde- parametri optimi de actiune a enzimei - solutii apoase diluate, pH valorii fiziologice, t anumita si presiune adecvata 5 Activitatea E si de aici si viteza reactiilor sunt reglate 6 E catalizeaza reactiile în ambele directii 7 Viteza reactiei enzimatice este direct proportionala cu cantitatea E 8 Exista o anumita dependenta a vitezei reactiei enzimatice de concentratia S Cu cresterea concentratiei substratului are loc marirea proportionala a vitezei reactiei Ajungînd la o concentratie maxima mai sus de care viteza nu mai creste Natura chimica * Enzimele sint proteine si poseda toate proprietatile fizico-chimice, specifice acestor macromolecule (solubilitate, proprietat osmotice, sarcina electrica neta, denaturare termica, reactii chimice s a ) * Activitatea lor e dependenta de pastrarea structurii native a proteinei * Dovezile experimentale: 1 Sunt alcatuite din AA 2 Prezenta macromolecule 3 În apa formeaza substante coloidale cu proprietdtile sale specifice 4 Prezintd electroliti amfoliti s Sunt termolabili si anume: distrugerea lantului polipeptidic prin fierbere în solutii acide sau bazice (hidroliza) sau denaturarea lor 6 Enzimele, fiind proteine sunt supuse actiunii altor E care scindeaza proteinele Ex: Pepsina în mediu acid scindeaza amilaza 7 Cel mai solid argument este ca in conditi de laborator din AA au fost sintetizate: ribonucleaza - scindeaza acizii nucleici lizozima - ce distruge capsulele microorganismelor Enzimele pot fi : * Proteine simple sau conjugate * Cele simple sint alcatuite numai din AA * Cele conjugate sint asociate cu compusi ce au mase moleculare mici, dializabili si termostabili -cofactor * Cind acesti compusi organici sint strins legati în structura enzimei poarta denumirea de grupari prostetice: cind, insa imbinarea lor este usor disociabila-poarta denumirea de coenzime * Acesti biocatalizatori se numesc holoenzime, iar componenta proteica - apoenzima de care depinde specificitatea * Cofactori pot ti: cationii unor metale, mai rar unii anioni, substantele asemanatoare cu nucleotidele, precum si vitaminele în forma lor activa Coenzimele îndeplinesc diferite roluri : 1 stabilizeaza conformatia activa a moleculei 2 prezinta veriga de legatura intre S si CA prin legaturi coordinative 3 coenzimele pot indeplini actul de cataliza Ex: transportul electronilor * Rolul ionilor este legat de prezenta lor în componenta E Ex: Cu-citocromoxidaza * Substrat (S)- este substanta asupra careia actioneaza E P- produsul reactiei Clasificarea coenzimelor * Co vitaminice * Tiaminice * Flavinice * Nicotinamidice * Piridoxinice * Folice * Cobamidice * Biotinice * lipoice * Co nevitaminice (nucleotidice; metaloporfirinice,peptidice) Structura enzimelor * Masa moleculara a E e de mii de ori mai mare decît masa moleculara a substratului si deci E actioneaza nu cu toata molecula dar cu o parte, un anumit sector- acest loc de actiune cu S se numeste CA * CA - combinarea unicala în spatiu si în timp a anumitor resturi de AA care asigura interactiunea cu S si transformarea ulterioara a acestuia Unele particularitati ale centrului activ (CA): Centrul activ este alcatuit dintr-un "centru de legare" si un "centru catalitic" Adica în centrul activ unele grupari (sau resturi ale aminoacizilor) sint implicate în legarea substratului, altele asigura cataliza propriuzisa - CA ocupa o parte relativ mica din volumul enzimei si majoritatea restului de aminoacizi în molecula enzimei nu contacteaza cu substratul - CA e o structura tridimensionala (nu e punct, linie, sau plan) - o structura compusa la formarea careia participa grupe ce apartin diferitor resturi de aminoacizi, ce în secventa liniara se afla la departare - S relativ slab se leaga cu E -CA are forma de "adîncitura" sau "cavitate" (sant, dispicatura), unde nu-i acces la apa, cu exceptia cînd apa este un reagent al reactiei Fixarea specifica e dependenta de pozitia bine determinata a atomilor în CA S intra în CA, daca e asemanator dupa forma lui Centrul alosteric (Allo stereos - alt loc) si efectorii alosterici * Multe enzime în afara de centrul activ poseda si centrul alosteric sau centrul de reglare Substantele care se combina cu centrul alosteric al enzimei si modifica activitatea ei poarta denumirea de efectori alosterici (inhibitori sau activatori) Sub actiunea efectorilor se modifica configuratia moleculei enzimatice si simultan si conformatia CA ce la rîndul sau poseda proprietatea de a reactiona cu substratul Efectorii alosterici realizeaza prin urmare reglarea metabolismului Ce e caracteristic pentru enzimele alosterice: * au ca si toate enzimele centru catalitic, unde se fixeaza si se modifica S, dar mai au un alt centru, pentru fixare a metabolitului reglator, numit efector sau modulator * moleculele E alosterice sint mai mari, mai complexe si sint oligomere pare; c)au cinetica lor - viteza reactiilor în dependenta de concentratia substratului are forma sigmoldala, dar nu hiperbolica, cauzata de urmarile interactiunii între protomeri ce leaga S în mod cooperativ (exemplu mioglobina si hemoglobina) Natura chimica (structura) vitaminei, PP si rolul ei ca coenzima Rolul: * Participa în reactiile de oxido-reducere: Natura chimica (structura) vitaminei B1 si rolul ei ca coenzima * Derivatii vitaminei B1(tiamiana)- TPP Rolul: * Decarboxilarea oxidativa a piruvatului * Decarboxilarea oxidativa a a cetoglutaratului * Reactii de transcetolare Natura chimica (structura) vitaminei B2 si rolul ei ca coenzima, * Derivati ai vitaminei B2 (FMN sau FAD) Rolul: * Participa în reactiile de oxido-reducere: - Dezaminarea AA (aminoacidoxidaza) - Degradarea aldehidelor (aldehidDH) - Degradarea purinelor (xantinoxidaza) - Ciclul Krebs (succinatDH) - Oxidarea AG (dihidrolipoilDH Natura chimica (structura) vitaminei B6 si rolul ei ca coenzima, Ionii de metale -cofactori ai E * E care în calitate de cofactori contin metale - metaloenzime * Metalele sunt fixate de apoenzima prin legaturi electrostatice la care participa resturile de AA acizi (Asp, Glu) sau bazici (Arg, Lyz, His) * Exemple: - citocromii, catalaza (Fe) - Citocromoxidaza (Cu) - Amilaza salivara (Cl) - alcoolDH (Zn) Mecanismul de actiune al enzimelor Pentru ca o reactie si aiba loc e necesar ca moleculele de S si E sa contacteze între ele Însa nu fiecare molecula contactînd interactioneaza în conditii obisnuite Ex :Hîrtia este în contact permanent cu 02 dar nu se aprinde decit daca, nu o aprindem cu chibritul Pot interactiona numai acele molecule la care energia de activare - energie exprimata în calorii necesara pentru ca toate moleculele unui mol de substanta la o temperatura anumita sa atinga starea de trunzitie, ce corespunde apixului barieirei energetice * Pentru ca reactia sa aiba loc e necesar de îtrodus un exes de energie sau de micsorat bariera energetica E accelereaza, viteza reactiilor chimice (VRC) micsorînd barierul de activare si reactia decurge dupa alt mecanism, ce se caracterizeaza printr-o energie de tranzitie mult mai mica Mecanismul de actiune al enzimelor * Procesul catalizei enzimatice poate fi divizat conventional în trei stadii: • Difuzia S spre E si legarea cu CA al E (formarea complexului ES) Prima etapa de scurta durata depinde de concentratia Si si de viteza lui de difuzie spre CA al E Mecanismul interactiunii între S si E este explicat prin doua concepte 2 Transformarea complexului primar enzima-substrat în unul sau cîteva complexe activate, indicate în ecuatie prin ES* si ES** Aceasta etapa este cea mai lenta si depinde de energia de activare a reactiei chimice respective La aceasta etapa are loc dereglarea legaturilor substratului, ruperea lor sau formarea noilor legaturi în urma interactiunii grupelor catalitice ale enzimei 3 Despartirea produselor reactiei de centrul activ al enzimei si difuzia lor în mediul ambiant (complexul EP disociaza în E si P) Conceptul coencidentei inductive "coincidenta fortata" (Kochland) * care presupure o flexibilitate (modificare conformationala) a CA cît si o modificare (extindere sau comprimarea legaturilor , eliberarea dipolilor de apa de ce se atinge repede starea de tranzitie) a S * Din punct de vedere termodinamic, asezarea cea mai potrivita a S în raport cu E reduce la minimum gradele de libertate în ce priveste miscarea S, îi micsoreaza entropia, ceea ce favorizeaza atingerea usoara a starii de tranzitie * În enzima libera CA este "preformat" (tensionat) ceea ce înseamna ca el are o configuratie spatiala usor diferita de cea necesara fixarii S Substratul induce o modificare conformationala a CA, care favorizeaza fixarea S Proenzimele (zimogenii) * Unele enzime (proteine) se sintetizeaza în forma neactiva de precursor, care se activeaza în anumite conditii Exemplu: 1) enzimele digestiei: pepsinogenul, himotripsinogenul, tripsinogenul, proelastaza, procarboxipeptidaza - scindeaza proteinele in stomac ~i duoden 2) coagularea singelui e determinata de cascada de reactii cu activitate proteolitica; 3) hormonii proteici (insulina); 4) proteinele fibrilare (colagenul) * Unul din mecanismele de activare a proenzimelor este proteoliza limitata * Proteoliza limitata - este scindarea (înlaturarea) unui sector al catenei în rezultat enzima se restructureaza si se formeaza CA Importanla biologica a prezentei formelor neactive 1 Protejaza de proteoliza proteinele celulelor producatoare de E 2 Este o forma de rezerva a E, care rapid pot fi activate si intervin în reactie Izoenzimele si rolul lor Izoenzmele * Prezinta forme moleculare de E care apar ca consecinta de ordin genetic deosebindu-se doar prin structura primara si mai mult prin proprietatile fizico-chimice Ele catalizeaza una si aceiasi reactie Se deosebesc prin aceea ca pot modifica directia si viteza transformarilor deoarece au afinitate diferita fata de S * LDH care transforma piruvatul în lactat Izoenzimele prezinta tetrameri de 2 tipuri H- heart inima si M musculus muschi * Raportul dintre aceste catene este diferit in fiecare izoenzima La electroforeza se separa 5 izoenzime: HHHH; HHHM; HHMM; HMMM; MMMM; * Rolul acestor E consta în aceia ca ele faciliteaza adaptarea metabolismului în diferite tesuturi * Ex: in miocard predomina HHHH aceasta ezoenzima este inhibata de catre piruvat deaceea orienteaza oxidarea piruvatului pe cale aeroba Pe cind fractia M4 este activata de catre piruvat si orienteaza transformarea piruvatului pe cale anaeroba spre lactat Clasificarea actuala a enzimelor Toate enzimele se împart în sase clase, clasele în subclase, subclasele în subsubclase, iar aici E îsi are numarul sau de ordin Clasele, subclasele, sub-subclasele si enzimele individuale se noteaza prin cifre despartite de puncte Ex: LDH - 1 1 1 27 * Clasa reprezinta tipul de reactie, catalizat de enzime * Subclasa - precizeaza actiunea E, deoarece indica natura gruparii chimice a S, atacat de E * Subsubclasa - precizeaza natura legaturii S atacat sau natura acceptorului care participa la reactii * Denumirea E - denumirea S +tipul reactiei catalizate +aza Nomenclatura (denumirea) * Sunt cunoscute mai mult de 2500 enzime fiecare E isi are denumirea de la denumirea S în latina cu aditionarea terminatiei aza Amiloid -amilaza, ureaza * S-au pastrat si denumirile vechi traditionale pepsina, tripsina * Este utilizata pe larg denumirea sistematica Denumirea S+ tipul reactiei (malat DH;piruvat carboxilaza ) Proprietatile generale ale enzimelor Obiectivele: 1 Proprietatile generale ale enzimelor (termolabilitatea, specificitatea), actiunea pH-ului asupra activitatii enzimatice 2 Activarea si inhibarea enzimelor: a) mecanismele de activare (proteoliza partiala, activarea alosterica, autostructurarea cuaternara, fosforilarea si defosforilarea, reactivarea) b) mecanismele de inhibitie (specifica si nespecifica, reversibila si ireversibila, alosterica si competitiva) 3 Organizarea enzimelor în celula (ansamblurile enzimatice, compartimentalizarea) Reglarea activitatii enzimatice în celula - importanta principiului de retroinhibitie 4 Deosebirea privind componenta enzimatica a organelor si tesuturilor Enzimele organospecifice Modificarea activitatii enzimatice în diferite afectiuni (enzimodiagnosticul) 5 Metodele de obtinere si purificare ale enzimelor Cromatografia de afinitate 6 Utilizarea enzimelor în practica medicala Întrebuintarea enzimelor imobilizate în medicina 7 Unitatile de activitate ale enzimelor 8 Metodele de determinare a activitatii enzimelor Termolabilitatea (-t°) * Temperatura influenteaza pronuntat activitatea enzimei La t joase E sunt putin active * Daca luam punctil de plecare 0 grade s-a constatat ca majorarea t cu 10 grade dubleaza activitatea Asa continua pîna la 40-50 grade Majorarea de mai departe duce la micsorarea activitatii La 100 grade toate E organismului sunt inactive Unele E a microorganismelor termofile sunt active la T 80 grade * Cresterea vitezei reactiei odata cu cresterea t° este înterpretata prin prisma "energiei de activare" Pentru fiecare enzima se poate stabili o t° optima la care viteza ajunge valoarea maxima, mai departe viteza scade din cauza distructiei enzimei, denaturarea proteinei Specificitatea Deci fiecare E catalizeaza un anumit tip de reactii sau transformarea unui anumit S 1) Specificitatea de reactie: E-catalizeaza un anumit tip de reactie ce sta la baza clasificarii enzimelor: o hidroliza, o reactie redox, formarea unei legaturi, etc 2) Enzimele cu o anumita specificitate de reactie poate avea specificitate de substrat relativa sau absoluta: * a specificitate relativa - asigura transformarea unui grup de substante inrudite chimic si se intîlneste în diferite ipostaze: - transforma un numar mare de substrate (proteazele): chimotripsina - legatura peptidica, formata de COOH a Phe, Tyr, Trp; tripsina - de COOH ai Lyz si Arg - transforma mai putine substrate: alcooldehidrogenaza - dehidrogenaza un grup de alcooli monohidroxilici, recunoscind gruparea OH (specificitatea de grup) - lipazele digestive specific recunosc pozitia legaturii esterice intre glicerina si acizi grasi: * b specificitate absoluta E recunoaste un singur substrat Anhidraza carbonica, Ureaza 3) Stereospecificitatea de substrat si de reactie 0 enzima poate ataca numai un izomer D sau L Majoritatea biomoleculelor poseda un atom de C asimetric si fiind chirali pot exista sub forma celor 2 enantiomeri Ex: Amilaza scindeaza legaturile Alfa 1-4 glucozidice din amidon sau glicogen si nu influenteaza asupra legaturilor beta din celuloza Actiunea pH asupra activitatii enzimatice * Fiecare enzima are un pH optim la care isi manifesta activitatea maximala * In CA al E se afla grupari ionizabile, acide sau bazice, acestea interactioneaza direct cu ionii H+ si OH-, rezultatul fiind cresterea sau scaderea gradului lor de disociere, actionînd ca adevarati inhibitori ai enzimelor (amilaza în sucul gastric) Ionii H+ si OH- au un efect denaturant asupra enzimelor - rup legaturile, ce determina structura tertiara * Majoritatea enzimelor celulare au pH-ul optim în jurul pHului fiziologic de 7,4 cu exceptii ca hidrolazele acide lizozomale, pentru care este în jur de 5 sau monoaminooxidaza din membrana mitocondriala externa, circa 10 La enzimele digestive pH-lui optim este cel al sediului lor de actiune: 1,5 - 2 al pepsinei, 7 al amilazei pancreatice, 8 al tripsinei, etc * Deci marind sau micsorind pH-ul mediului, se poate regla activitatea catalitica a enzimelor Dependenta activitatii enzimatice de variatia pH-ului este deseori descrisa de o curba în forma de clopot Mecanismele de activare a E Sunt : 1 nespecifice: temperatura , iradierea 2 specifice - Se activeaza la majorarea concentratiei S cînd este insuficient - La majorarea cantitatii E (creste numarul de molecule de produs, în-tr-o unitate de timp) - La introducerea coenzimelor cînd sunt insuficiente - Introducerea ionilor metalelor Fe, Cu - Modificarea chimica sau covalenta a E - proteoliza limitata (pepsinogen - pepsin in HCI) - Activarea prin efectori alosterici - Autoasamblarea cuaternara - Aici se mai refera si reactivarea dar noi ne vom opri la mecanismele de inhibitie Reglarea covalenta (fosforilare-defosforilare) * Activitatea unor E se modifica prin fosforilare Fosforilarea se face prin transferul unui rest fosfat de la ATP pe gruparile hidroxil ale unor resturi de Ser, Tre; Tyr din componenta lor * Reactiile de fosforilare sînt catalizate de kinaze specifice * Este un proces reversibil E-OH + ATP ? E-O-P +ADP * Defosforilarea are loc sub actiunea fosfotazei specifice E-OP +H2O ? E-OH +H2PO3 * unele enzime sînt active în forma fosforilata Ex: glicogen fosforilaza, * altele în forma defosforilata Ex:glicogen sintaza Proteoliza limitata * Proteoliza limitata - este scindarea (înlaturarea) unui sector al catenei în rezultat enzima se restructureaza si se formeaza CA H+ Pepsinogen ?pepsina -42AA Autostructurarea cuaternara * Este caracteristica E ce poseda structura cuaternara * Fiecare protomer în parte nu poseda activitate enzimatica * La asamblarea lor - se modifica conformatia fiecarui protomer si corespunzator se modifica si conformatia CA, devenind astfel favorabil pentru fixarea si transformarea S Inhibitia activitatii enzimelor * Deosebim: inhibitie specifica inhibitie nespecifica (T, pH, agenisii denaturarii ) * Inhibiitia sta la baza acitiunii substanitelor medicamentoase, agentilor toxici * Inhibitia poate fi reversibila si ireversibila * La inhibiitia ireversibila inhibitorul covalent se fixeaza de enzima sau se leaga atît de puternic încît disociatia are loc foarte incet Exemple: Diizopropilfluorfosfatul (toxina neuroparalitica) se fixeaza de OH-serinei în CA a acetilholinesterazei (scindeaza acetilcolina) cu formarea enzimei neactive În rezultat se mentine efectul acetilcolinei în permanenta ce duce la paralicii musculare si moarte * La o inhibiitie reversibila - inhibitori se fixeaza slab, necovalent de E Retroinhibitie Sistemele polienzimatice * Fiecare celula a organismului contine setul sau specific de enzime Unele se gasesc în toate celulele, altele sunt prezente doar în anumite celule sau anumite compartimente celulare Functia fiecarei enzime, nu este izolata, ci strins legata de functia altor enzime Astiel din enzime aparte se formeaza sisteme polienzimatice sau conveiere * Functtia sistemelor polienzimatice depinde de particularitatile de organizare a lor in celule Se cunosc urmatoarele tipuri de organizare a sistemelor polienzimatice: * - functionala, * - structural-functionala si * - mixta Tipurile de organizare a sistemelor polienzimatice: Organizarea functionala - enzimele sunt asociate în sisteme polienzimatice, care îndeplinesc o anumita functie Produsul reactiei prirmei enzime a lantului serveste drept substrat pentru enzima urmatoare etc Ex de organizare functionala - enzimele glicolizei, unde toate E participante se gasesc în stare solubila; Fiecare reactie este catalizata de enzime aparte Drept veriga de legatura aici servesc metabolitii Organizarea structural-functionala consta în faptul ca enzimele formeaza sisteme structurale cu o anumita functie Ex - complexul polienzimatic piruvatdehidrogenazic, constituit din cîteva enzime, care participa la oxidarea acidului piruvic, sau sintetaza acizilor grasi constituita din sapte enzime legate structural, care în ansamblu îndeplinesc functia de sinteza a acizilor grasi * Afara de complexele multienzimatice e posibila si o alta varianta de organizare structural-functionala Astfel enzimele se pot aranja în lant, fixindu-se de membrana biologica Ex enzimele lantului respirator mitocondrial, care participa la transferul de electroni si protoni si la generarea de energie Tipul mixt de organizare a sistemelor polienzimatice reprezinta o îmbinare a ambelor tipuri de organizare, adica o parte din sistemul polienzimatic are organizare structurala, iar cealalta parte - organizare functionala * Ex - ciclul Krebs, unde o parte din enzime sunt asociate în complex structural (complexul 2-oxoglutaratdehidrogenazic), îar alta parte se leaga functional prin metabolitii de legatura Deosebirea privind componenta enzimatica a organelor si tesuturilor Enzimele organospecifice Modificarea activitatii enzimatice în diferite afectiuni (enzimodiagnosticul) Enzimele indicatorii - sunt localizate intracelular: în citoplasma (lactatdehidrogenaza, aldolaza), în mitocondrii glutamatdehidrogenaza), în lizosomi (?-glucoronidaza, fosfataza alcalina) Acestea enzime în norma în plasma se gasesc în concentratii foarte mici La afectiunile celulare activitatea acestor enzime în plasma este brusc marita Unitatile de activitate ale enzimelor * Unitatea Internationala (U I ) - cantitatea de E care catalizeaza transformarea 1µmol de S într-un minut în conditii standard * Katal (kat) - cantitatea de E care asigura transformarea unui mol de S într-o secunda în conditii standard (1U I =16,67 nkat) Terapia cu enzime * Enzimele sunt agenti terapeutici unici ce produc efecte importante si specifice * Motivele care au limitat folosirea larga a enzimelor ca medicatie sunt legate de natura proteica: * - distributie redusa în organism dependenta de dimensiuni, sarcina si de fenomenele de glicozilare (prin glicozilare proteinele sunt recunoscute de receptori si fixate în anumite locuri * - posibilitate mica de dirijare extrahepatica, ficatul avînd tendinta de a captata si retine proteinele straine; * - inactivarea lor sub actiunea proteazelor digestive în cazul administrarii orale, iar proteazele tisulare le scurteaza de asemeni actiunea; * - potentialul lor antigenic, anticorpii formati pot genera reactii de hipersensibilizare adesea grave si pot inactiva enzima Tehnici propuse pentru optimizarea proprietatilor terapeutice ale enzimelor - prin N-acilare a fost crescuta semiviata asparaginazei, folosita în leucemie - S-au incercat de asemeni metode de obtinere a enzimelor imobilizate De ex prin reticularea enzimei, ce conduce la agregate insolubile, prin adsorbtie pe polimeri sintetici ori prin atasare covalenta, sau prin incorporare într-un gel in cursul polimerizarii * Aceste preparate castiga rezistenta la enzimele proteolitice si sunt mai putin imunoactive dar pot fi alterate proprietaisile farmacocinetice Asemenea avantaje au dovedit conjugatii cu polietilenglicol (PEG) ai arginazei, ai glutaminasparaginazei sau ribonucleaza supusa reticularii, enzime cu efect antitumoral Un succes în terapia defectelor genetice a fost imobilizarea enzimelor din ciclul ureogenetic pe un suport de fibrina * S-au propus noi forme farmaceutice prin incapsularea enzimelor in lipozomi - microsfere cu membrana bistratificata lipido proteica, in hematii umane, in fantome eritrocitare sau in alti transportori celulari Noile forme obtinute prezinta un potential de tîntire tisulara De ex in cazul unor boli genetice cauzate de deficitul unor enzime lizozomale se impune o terape de substitutie, enzima trebuind tintita direct in lizozomi 2 